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研究成果の概要（和文）：消化管ペプチドによる新たな循環調節機構と多様な作用を明らかにすることを目的と
して、１）迷走神経求心路を介する循環制御ネットワークに関与する新規ペプチドの探索（迷走神経節に発現す
るオーファン受容体に対する内因性リガンドの探索）、２）ニューロメジン類とその関連ペプチドの機能解明
（NMU precursor-related peptide； NURPの同定と機能解析）、３）循環器およびその関連疾患モデル動物にお
ける生理活性ペプチドの治療応用の検討（血管内皮特異的C型ナトリウム利尿ペプチド（CNP）過剰発現マウスの
高脂肪食性肥満に対する作用）に関する研究を推進した。

研究成果の概要（英文）：To clarify the cardiovascular regulation and multiple functions of 
gastrointestinal peptides, 1) we searched for the endogenous ligands of the orphan receptors 
expressed in the vagal nerve ganglion, 2) we identified a novel peptide, neuromadin U 
precursor-related peptide (NURP), from rat brain and small intestine, and analyzed its function, and
 3) we generated endothelial cell-specific C-type natriuretic peptide (CNP) transgenic mice and 
analyzed their effect in high fat diet-induced obesity.

研究分野：ペプチド化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
研究代表者の研究室では、生体内に存在する新たな生理活性ペプチドを同定し、その機能を解明することによ
り、未知の生体機能調節機構を明らかにすることをテーマとして研究を進めてきた。今回、NURPと命名した新規
ペプチドの発見に成功し、生体内の新たな調節機構を提示することができた。また、既知ペプチドであるCNPに
よる肥満およびその関連疾患に対する治療標的としての可能性が示唆された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 研究代表者の研究室では、生体内に存在する新たな生理活性ペプチドを同定し、その機能を
解明することにより、未知の生体機能調節機構を明らかにすることをテーマとして研究を進め
ており、近年では、グレリンの発見、ニューロメジン U（NMU）やニューロメジン S（NMS）の同
定に成功し、これらによる生体機能調節機構解明を進めてきた。 
 グレリンは胃から発見されたペプチドであり、NMU は脊髄から同定されたが、小腸において
高い含量を示す消化管ペプチドである。グレリンは強力な摂食促進作用に加え、心血管系に対
しては主に迷走神経求心路を介し中枢性の自律神経調節作用による循環制御を行う。急性心筋
梗塞モデルマウスにおいて、外因性および内因性のグレリンは、迷走神経求心路を介してシグ
ナルを延髄に伝達し、その強力な交感神経抑制作用により、致死性不整脈を減少させ生存率を
改善することを示した。また、大動脈縮窄術による心肥大モデルマウスにおいて、心臓局所に
おける炎症に対して、グレリンは副交感神経を賦活化することによる抗炎症作用により、心肥
大を抑制することを明らかにした。以上は、グレリンが迷走神経求心路を介する自律神経制御
による新たな機序の循環器疾患治療薬としての可能性を有することを示している。 
 一方、NMU は中枢性の摂食抑制ペプチドであるが、脳室内や脳幹部投与により交感神経活性
化を介した血圧と心拍数の上昇作用を示す。また、NMU と２種類の受容体を共有する NMS は我々
が発見したペプチドで、mRNA はラット脳では視床下部に限局して発現しているが、NMS ペプチ
ドは視床下部に加えて脳幹にて高い含量を認めることを明らかにし、脳幹部において NMS が新
たな機能を発揮する可能性を示した。NMS をマウスの脳室内に投与すると用量依存的な心拍数
増加が認められ、NMS 欠損マウスでは心拍数の低下が観察されることより、NMS の交感神経系を
介した循環調節への関与も報告している。さらに、最近 NMU および NMS の各前駆体タンパク質
から産生される新規ペプチドをラットの脳・小腸から精製を進め、これらペプチドが交感神経
制御に関わっている可能性を示す知見を得た。以上より、我々が同定してきた脳腸ペプチドは、
自律神経系を介した消化管—脳—心血管系ネットワークにより、循環制御に寄与していることを
示しており、消化管ペプチドによる新たな循環調節機構と多様な作用に解明に結びついている。 
 また、我々が従来より継続している系統的な新規生理活性ペプチドの探索研究に関しては、
探索研究で重要事項の一つである鋭敏且つ高感度な活性検出法の確立において、培養細胞の微
小形態変化に基づくインピータンス変化を指標とした高感度でハイスループットな新たな活性
検出系（CellKey system）を構築・導入し、スクリーニングに有用な系であることを実証して
きた。従来の知見に新たな技術を導入することにより、生体制御に関与する新規因子の同定を
もたらすことが期待できる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、多様な標的や作用を有する生理活性ペプチドに注目し、消化管と循環器系の臓
器間ネットワーク機構に焦点をあて、新規生理活性ペプチドの探索を進めるとともに、ニュー
ロメジン類などの消化管ペプチドの多様な作用の解明のための研究基盤の構築を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）迷走神経求心路を介する循環制御ネットワークに関与する新規ペプチドの探索 
 迷走神経求心路神経節において発現している Gタンパク質共役型受容体（GPCR）の中で、結
合するリガンドが不明で、かつペプチド性リガンドが想定される GPCR を選択し、クローニング
を行い、その安定発現細胞株を樹立した。ラット、ブタ組織を材料として、酸抽出して得た可
溶性ペプチド画分を、逆相 C18 カラムを用いて脱塩・濃縮後、SP−イオン交換・ゲル濾過クロマ
トグラフィーにて分画した。分画した各フラクションの一部をオーファン GPCR 安定発現細胞に
作用させ、細胞内 Caイオン濃度上昇を FLIPR system で、細胞内 cAMP 濃度の変動をα−スクリ
ーン技法を用いて、また、新たな活性検出系として、リガンドが細胞に作用した際に生ずる細
胞のインピーダンス変化を指標とする CellKey system を用いたスクリーニングを実施した。 
 
（２）ニューロメジン類とその関連ペプチドの機能解明 
 NMU 前駆体から生理活性ペプチドが切り出される際に見られる特徴的なアミノ酸配列情報か
ら、NMU 以外の新規ペプチドと予想されたアミノ酸配列のうち、N末端 20 残基を抗原としたポ
リクローナル抗体を作製した。本抗体を用いて抗体アフィニティーカラムを作製し、新規ペプ
チドの精製に使用した。新規ペプチドは、約 500g のラット脳を用いてペプチド抽出画分を作製
し、上記抗体アフィニティーカラムを通した後、複数の逆相 HPLC を組み合わせて精製を行った。
単離した新規ペプチドは、プロテインシーケンサーおよび質量分析装置にて構造決定した。ま
た、新規ペプチドの免疫活性の検出は、ラジオイムノアッセイにて実施した。 
 8-9 週齢の雄性ラットの側脳室内にカニューレを留置し、生食あるいは合成した新規ペプチ
ドの脳室内投与を行った。脳室内投与後、経時的に尾静脈より採血を施行し、血中の各種下垂
体ホルモンをラジオイムノアッセイ法にて測定した。ドーパミン受容体アゴニストのブロモク
リプチンおよびドーパミン受容体アンタゴニストのスルピリドは合成ペプチド投与の 10 分前
に脳室内に投与し、ペプチド投与 20分後に尾静脈から採血して、血中プロラクチン濃度を測定
した。 
 5 週齢の雄性ラットから下垂体を取り出し、コラゲナーゼにて下垂体細胞を分離した。96 well



プレートに 5×104細胞の濃度で播種して 2 日間培養した後、合成ペプチドを添加して 30 分間
培養後の培養上清を採取し、プロラクチン濃度を測定した。 
 
（３）循環器およびその関連疾患モデル動物における生理活性ペプチドの治療応用の検討 
 C 型ナトリウム利尿ペプチド（CNP）は、血管内皮細胞由来の局所因子として、特に循環器系
組織における血管障害改善による抗炎症や線維化抑制作用等が知られている。循環器疾患の基
盤となる肥満・糖尿病における CNP の新たな機能について明らかにするため、Tie2 プロモータ
ーを用いた血管内皮特異的 CNP 過剰発現マウス（CNP-Tg）を作出した。高脂肪食性肥満におけ
る CNP-Tg の体重、脂肪組織重量、脂肪細胞サイズ、炎症性マーカー、インスリン感受性・耐糖
能およびエネルギー代謝を測定し、血管内皮由来 CNP の作用を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）迷走神経求心路を介する循環制御ネットワークに関与する新規ペプチドの探索 
 マイクロアレイ解析を用いて、マウス迷走神経求心路神経節で発現しているペプチド性リガ
ンドが想定される３種類のオーファン GPCR を選択し、検討を進めた。１種類の GPCR は機能的
受容体として発現していない可能性が示唆されたため、他の２種類の GPCR について内因性リガ
ンド探索を実施した。迷走神経は多くの内臓に分布しており、発現する受容体の多くは神経末
端での局在が想定されるため、リガンド産生組織は末梢に存在する可能性が高い。そこで末梢
臓器を中心に、ラットの胃、十二指腸、小腸、肝臓、骨格筋、内臓脂肪、皮下脂肪、精巣周囲
脂肪、心房、心室、脳、小脳、下垂体、ブタの肝臓、脾臓、脊髄、視床下部、脳幹、嗅球、ウ
シの胸腺をそれぞれ酢酸抽出し、イオン交換、ゲル濾過クロマトグラフィーにて分画した組織
抽出物をリガンド探索の出発材料とした。作製した受容体安定発現細胞に組織抽出画分を添加
し、共役する Gタンパク質に依存しない活性検出系（CellKey system によるインピーダンス測
定）を駆使することにより、標的受容体に特異的な活性を探索した。その結果、両 GPCR 発現細
胞に対する強いインピーダンス変化を複数の組織抽出物より検出した。今後、活性画分を HPLC
にて分離したサンプルについて、受容体発現細胞に添加し、標的受容体に対する特異性を検証
する。 
 
（２）ニューロメジン類とその関連ペプチドの機能解明 
 NMU 前駆体タンパク質に、NMU の産生とは関係のない部位に塩基性アミノ酸対が存在すること
を見出し、この前駆タンパク質から新規生理活性ペプチドが産生されることを推測した。本ペ
プチドを NMU 前駆体関連ペプチド（NMU precursor-related peptide, NURP）と命名し、その存
在を証明するために NURP の抗体を作製し、ラット脳からの精製を試みた。ゲル濾過クロマトグ
ラフィーにて分画したラット脳抽出ペプチドに対して NURP に対するラジオイムノアッセイを
実施し、遺伝子配列情報から予想された分子量の位置に免疫活性を検出することができた。抗
体アフィニティーカラム、逆相 HPLC を用いて精製を行い、最終的に約 500g のラット脳から 33
アミノ酸残基からなる NURP33 と 36 アミノ酸残基からなる NURP36 を精製することができた。ラ
ジオイムノアッセイにより NURP を産生する組織を検討したところ、ラットにおいて NMU 前駆体
タンパク質のmRNAが強く発現している脳および下垂体、小腸でNURPの免疫活性を検出できた。 
 NURP の生理機能を明らかにするため、合成した NURP をラットの脳室内に投与し、血中の下
垂体ホルモン濃度を測定した。NURP の脳室内投与により時間および容量依存的な血中プロラク
チン濃度の増加が認められた。その作用が下垂体のプロラクチン産生細胞に対する直接作用か
否かを明らかにするためにラット脳より初代培養下垂体細胞を採取し、NURP を添加したが、培
養上清中のプロラクチン濃度の増加は認められなかった。NURP のプロラクチン分泌増加作用が
ドーパミンシグナル系を介しているかを明らかにするため、ドーパミン受容体アゴニストを前
投与した後、NURP を脳室内投与して血中のプロラクチン濃度を測定したところ、ドーパミン受
容体アゴニスト投与により NURP によるプロラクチン分泌促進作用が消失することが明らかと
なった。NURP はドーパミン系シグナルを介してプロラクチン分泌の調節に関与している可能性
が示唆された。 
 
（３）循環器およびその関連疾患モデル動物における生理活性ペプチドの治療応用の検討 
 CNP-Tg は野生型と比較して、肥満による内臓脂肪の重量、脂肪細胞サイズの増加が抑制され
ていた。内臓脂肪組織中のマクロファージの数や血中も含めた炎症性サイトカイン（TNFα等）
も低下していた。また、耐糖能やインスリン抵抗性が改善し、インスリン投与による Akt のリ
ン酸化が上昇していた。さらに、褐色脂肪組織の活性化（UCP1 等の上昇）により酸素消費量も
亢進していた。血管内皮由来 CNP の肥満病態に対する抗炎症、耐糖能改善、エネルギー消費亢
進といった、新たな作用を明らかにし、CNP/GC-B 系の肥満およびその関連疾患に対する治療標
的としての可能性が示唆された。 
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